














































Simple  Summary:  Aberrant  patterns  of methylation  at  specific  genome  sequences  (CpG)  are 
driving forces for the carcinogenesis process of different cancers, including colorectal cancer (CRC) 
and,  typically,  include  gene  promoter  hypermethylation  and  global  genome  hypomethylation. 
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Abstract:  Background.  The  typical  methylation  patterns  associated  with  cancer  are 
hypermethylation at gene promoters and global genome hypomethylation. Aberrant CpG  island 
hypermethylation  at  promoter  regions  and  global  genome  hypomethylation  have  not  been 
associated with histological colorectal carcinomas (CRC) subsets. Using Illumina’s 450 k Infinium 
Human Methylation beadchip,  the methylome of  82 CRCs were  analyzed,  comprising different 
histological subtypes: 40 serrated adenocarcinomas (SAC), 32 conventional carcinomas (CC) and 10 
































so‐called  CpG  island  methylation  phenotype  (CIMP)  test.  CIMP  is  associated  with 
proximally  located  sporadic  CRC.  These  cancers  typically  display  MLH1  promoter 
methylation, BRAF mutation and high  levels of microsatellite  instability  (MSI‐H)  [6,7]. 
Sporadic  CRCs  that  methylate  the  MLH1  promoter  methylation  and  develop 
microsatellite instability (MSI) are considered as one end‐point of the serrated neoplasia 
pathway. These cancers display distinct histological features [8]. Serrated neoplasia can 
also  lead  to  the  development  of  another  subtype  of  CRC  called  the  serrated 
adenocarcinoma (SAC). SAC is more frequently KRAS mutated and usually microsatellite 
stable  [9,10]. Although  some  studies have analyzed differentially methylated genes  in 
SAC, conventional carcinoma (CC) and hmMSI‐H [11,12], the use of scores representing 
the  genome methylation  in  different  histological  subtypes  of  CRC  has  not  yet  been 








The  clinical  and  pathological  characteristics  of  the  study  patients were  reported 
previously  [13–17].  This  study  was  approved  by  the  Local  Ethical  Boards  from 
participating hospitals  (Ref: PI12‐01232),  in  agreement with  the  ethical principles  laid 
down  in  the  1964  Declaration  of  Helsinki.  Informed  consent was  acquired  from  all 
participants.  SACs  and  conventional  carcinomas  (CCs)  were  diagnosed  based  on 
recognized criteria [18,19]. The CC group comprises the WHO entities of adenocarcinoma 
NOS, mucinous and non‐mucinous. No adenoma‐like, micropapillary, adenosquamous 
adenocarcinomas,  or  signet  ring  cell,  poorly  cohesive,  undifferentiated  sarcomatoid 
carcinomas were included in our CC series [20]. Fresh frozen tissue from 40 SACs was 
collected from the Santa Lucia University Hospital, Cartagena Spain (n = 22) and the Oulu 






showing  MSI‐H  molecular  and  histological  features  (mucinous,  and  medullary 
carcinoma,  intra‐ and peritumoral  infiltrating  lymphocytes, “Crohn‐like”  inflammatory 
reaction,  poor  differentiation,  tumor  heterogeneity  and  “pushing”  tumor  border  [8]) 
termed hmMSI‐H and corresponding  to  the WHO medullary adenocarcinoma subtype 
[20],  were  also  studied  in  conjunction  with  6  normal  adjacent  mucosal  samples. 
Clinicopathological  features  of  the  cases  are  shown  in  Table  1.  Tumor  budding was 




    CC (n = 32)  SAC (n = 40)  hmMSI‐H (n = 10)  p‐Value 
Sex  Female  15 (46.9%)  21 (52.5%)  8 (80%)  0.191 
  Male  17 (53.1%)  19 (47.5%)  2 (20%)   
Age  ≤71  15 (46.9%)  17 (42.5%)  4 (40%)  0.952 
  ≥72  17 (53.1%)  23 (57.5%)  6 (60%)   
Location  Proximal  19 (59.4%)  28 (70%)  10 (100%)  0.038 
  Distal  13 (40.6%)  12 (30%)  0 (0%)   
T  Tis  1 (3.1%)  0 (0%)  0 (0%)  0.453 
  T2  3 (9.4%)  8 (20%)  0 (0%)   
  T3  21 (65.6%)  23 (57.5%)  6 (60%)   
  T4  7 (21.9%)  9 (22.5%)  4 (40%)   
N  N0  19 (59.4%)  18 (45%)  4 (40%)  0.720 
  N1  5 (15.6%)  9 (22.5%)  2 (20%)   
  N2  8 (25.0%)  8 (25%)  4 (40%)   
M  M0  28 (90.3%)  31 (81.6%)  6 (60%)  0.101 
  M1  3 (9.7%)  7 (18.4%)  4 (40%)   
Grade  LG  30 (93.8%)  30 (75%)  7 (70%)  0.050 
  HG  2 (6.3%)  10 (25%)  3 (30%)   
Tumor budding  LG  20 (80.3%)  12 (54.5%)  7 (70%)  0.116 
  HG  4 (16.7%)  10 (54.5%)  3 (30%)   
Tumor budding No.  Absent  10 (41.7%)  8 (36.4%)  7 (70%)  0.029 




  10‐19  2 (8.3%)  5 (22.7%)  1 (10%)   
  >20  1 (4.2%)  5 (22.7%)  2 (20%)   
Mucin  Absent  18 (75%)  3 (13.6%)  4 (40%)  <0.001 * 
  <50%  5 (20.8%)  7 (31.8%)  3 (3%)   
  50‐75%  0 (0%)  2 (9.1%)  2 (20%)   
  >75%  1 (4.2%)  10 (45.5%)  1 (10%)   
BRAF  WT  31 (96.9%)  28 (70%)  6 (60%)  0.003 * 
  Mutated  1 (3.1%)  12 (30%)  4 (40%)   
KRAS  WT  17 (53.1%)  25 (62.5%)  8 (80%)  0.335 
  Mutated  15 (46.9%)  15 (37.5%)  2 (20%)   
MSI  MSS/MSI‐L  32 (100%)  33 (82.5%)  3 (30%)  <0.001 * 
  MSI‐H  0 (0%)  7 (17.5%)  7 (70%)   
CIMP Weisemberger 
et al. 
Low CIMP  31 (96.9%)  25 (65.8%)  3 (30%)  <0.001 * 
High CIMP  1 (3.1%)  13 (34.2%)  7 (70%)   
CIMP Ogino et al.  Low CIMP  32 (100%)  29 (76.3%)  3 (30%)  <0.001 * 


























using  an  Illumina  i‐SCAN  instrument.  BeadArray  data were  analyzed  by  Illumina’s 
GenomeStudio program (Methylation Module) to assign site‐specific DNA methylation 




Data were  analyzed  in  R  (version  3.2.1,  June,  2015)  [23].  The methylumi  [24]  R 
package was used to read methylation data and remove probes with a low detection value 
(p < 0.01) in more than 95% of the samples, probes measuring SNPs and probes mapping 
to  the  sex  chromosomes. The  remaining probes underwent a  three‐step normalization 



































Microsatellite  instability  (MSI) was  evaluated  in  the  tumor  cases  using  the MSI 







all  81  cases, were  denatured  in  Tris‐EDTA  buffer  (5  μL  total  volume)  and  fragment 
analysis  of  fragments were  carried  out  on  a  capillary  sequencer  (ABI  3130, Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA). As normal reference DNA from normal colon mucosa 
was  used.  The  methylation  status  of  each  position  was  determined  using 
Coffalyser.netTM software, with default settings, and all quality control parameters being 
within  satisfactory  range.  Inter  sample normalization was performed  against multiple 
runs of  the reference sample, and additionally,  intra‐sample normalization was carried 
out by adjusting all probes  to reference probes within each sample. The ratios of peak 
height  of  digested  vs.  undigested  sample  were  compared  individually  to  score  the 





(CIMP(W)) criteria  for CIMP status assessment were used  for  further analysis. Briefly, 








sizes),  as  such we  leveraged  non‐parametric  tests: Mann‐Whitney’s  U  and  Kruskal–
Wallis’  H  to  detect  significant  differences  in medians  between  groups.  Associations 
between  categorical variables were  tested  through  the Fisher–Freeman–Halton perfect 
test  for  independence. Associations between continuous variables were  tested  through 
Spearman’s correlation coefficient. Array data were analyzed with the minfi (1) R‐package 
(2),  applying  quantile  normalization  to M‐values  and  t‐tests  to  evaluate methylation 
differences between normal and tumor samples for each genome region. The beta‐value 
has more intuitive biological interpretation, but the M‐value is more statistically valid for 
the differential analysis of methylation  levels  [33]. The M value  is  the  log2  ratio of  the 
intensities of methylated versus unmethylated probes and is calculated using the formula: 
M log
max yi,methy, 0 α
max yi, unmethy, 0 α
 












Table  2.  Associations  between  global methylation  scores  of  normal  adjacent mucosa  and  demographic  and  clinic‐
pathological features of the study patients. 
 
  250 bp      1 kb      2 kb     
n  Median  IQR  p  Median  IQR  p  Median  IQR  p 
All    35  0.266  0.003    0.422  0.008    0.634  0.016   
Age  ≤71  14  0.267  0.004  1.000  0.424  0.009  0.678  0.638  0.016  0.263 
  >72  21  0.266  0.004    0.422  0.009    0.634  0.022   
Sex  Female  17  0.267  0.005  0.184  0.422  0.010  0.335  0.631  0.017  0.245 
  Male  18  0.265  0.004    0.423  0.008    0.637  0.016   
Location  Proximal  22  0.265  0.003  0.335  0.422  0.011  0.335  0.634  0.022  1.000 
  Distal  13  0.268  0.005    0.424  0.007    0.636  0.012   
Type  CC  14  0.266  0.003  0.775  0.423  0.005  0.805  0.636  0.008  0.752 
  SAC  15  0.266  0.004    0.422  0.011    0.636  0.027   










and  the opposite was  true at 250 bp–1 Kb  (median difference = −0.0118, p < 0.001) and 
remarkably  at  1–2 Kb, where  tumor was  strongly more hypomethylated  compared  to 
normal  tissue  (median difference  =  −0.0402,  p  <  0.001)  (Figure  1  and Table  S1). When 
restricting the analysis to specific histological CRC subtypes, significant differences were 
found  between  normal  and  tumoral  tissue.  In  CC,  differences were  found  at  longer 
distances from the TSS (i.e., 250 bp–1 Kb; p < 0.001 and 1 Kb–2 Kb; p < 0.001), whereas in 
hmMSI‐H CRC, differences in DNA methylation were predominantly confined to regions 




Figure 1. Comparison of global methylation scores between normal and  tumor specimens  for each  tumor histological 
subtype. CC: conventional carcinoma, SAC: serrated adenocarcinoma, hmMSI‐H: colorectal cancer showing histological 
and molecular features of high level of microsatellite instability, ** p < 0.01, **** p < 0.0001. 
Next,  we  examined  methylation  in  relation  to  proximity  to  a  CpG  island. 








normal  tissue,  tumor  tissues were  significantly  less methylated  at  either  shelf, but no 
statistical differences were observed when analyzing shore regions  (N: p = 0.335; S: p = 










S6). Validation  in an  independent CRC cohort showed  that cases assigned  to  the SAC 
group displayed an  intermediate global methylation. However,  the difference between 
the SAC‐ and hmMSI‐H‐enriched groups did not reach statistical difference, probably due 






comparing  the methylation  scores  of  these  tumor histological  subtypes  amongst  each 
other, significant differences were found between CC and hmMSI‐H at all ranges (1–250 
bp, 250 bp–1 Kb, 1–2 Kb) and between SAC and hmMSI‐H at 250 bp–1 Kb and 1 Kb–2 Kb. 
Table 3 shows  that no associations were  found between methylation scores and  tumor 
features except for tumor histology. 
 








      250 bp      1 kb      2 kb     
    n  Median  IQR  p  Median  IQR  p  Median  IQR  p 
All    82  0.2698  0.0106    0.4106  0.0211    0.5943  0.0309   
Type  CC  32  0.2653  0.0090  0.0060  0.4051  0.1980  0.0010 *  0.5871  0.0271  0.0120 
  SAC  40  0.2704  0.0104    0.4121  0.0205    0.5933  0.0347   
  hmMSI‐H  10  0.2763  0.0094    0.4236  0.1410    0.6131  0.0347   
Nationality  Spanish  56  0.2698  0.0106  0.6320  0.4098  0.0207  0.9440  0.5956  0.0308  0.6320 
  Finnish  26  0.2698  0.0116    0.4121  0.0239    0.5915  0.0294   
Age  ≤71  36  0.2703  0.0137  0.8740  0.4090  0.2530  0.9630  0.5933  0.3140  0.8010 
  ≥72  46  0.2694  0.0094    0.4106  0.1870    0.5955  0.3140   
Sex  female  44  0.2695  0.0103  0.6220  0.4065  0.2277  0.4080  0.5921  0.0293  0.5330 
  Male  38  0.2707  0.0111    0.4136  0.0207    0.5959  0.0302   
Location  Proximal  57  0.2701  0.0107  0.6980  0.4095  0.2200  0.3020  0.5939  0.0333  0.2880 
  Distal  25  0.2695  0.0109    0.4163  0.2190    0.5961  0.2090   
T  Tis  1                   
  T2  11  0.2701  0.1510  0.3770  0.4040  0.0222  0.1620  0.5969  0.0271  0.0510 
  T3  50  0.2700  0.0960    0.4106  0.0222    0.5893  0.0303   
  T4  20  0.2700  0.0137    0.4151  0.2340    0.6048  0.2790   
N  N0  41  0.2695  0.1040  0.9870  0.4040  0.0256  0.8010  0.5939  0.3580  0.9660 
  N1  16  0.2708  0.0091    0.4113  0.0124    0.5955  0.0210   
  N2  25  0.2692  0.0140    0.4139  0.0230    0.5927  0.0295   
M  M0  65  0.2694  0.0109  0.4960  0.4078  0.0226  0.1780  0.5939  0.0308  0.2130 
  M1  14  0.2704  0.0119    0.4164  0.0177    0.6013  0.0351   
Grade  LG  67  0.2695  0.0102  0.8530  0.4092  0.0205  0.5450  0.5939  0.0304  0.5770 
  HG  15  0.2701  0.0143    0.4163  0.0255    0.6023  0.0356   
Tumor 
budding 
LG  39  0.2687  0.0124  0.8530  0.4092  0.0207  0.5450  0.5939  0.0252  0.5770 
  HG  17  0.2709  0.0098    0.4166  0.0414    0.6021  0.0435   
Mucin  Absent  26  0.2654  0.0120  0.2820  0.4034  0.0199  0.0320  0.5864  0.0320  0.1070 
  Present  15  0.2709  0.0093    0.4159  0.0197    0.6019  0.0299   






differences were  found  at  1–2 Kb or when  comparing  score values of KRAS mutated 
versus KRAS wild‐type cases. BRAF mutated cases showed a slightly higher score at 250 




of  the genes  included  in  the CIMP panel were significantly associated with  the global 
methylation score at 250 bp (CDKN2A (median difference (methylated–unmethylated) = 
0.0056; p = 0.011), and MLH1 (median difference= 0.006; p = 0.026) (Table S2) whereas no 






Table  4. Associations  of  global methylation  scores  and molecular  features  of  the  colorectal  carcinomas  of  the  study 
patients. 
      250 bp      1 kb      2 kb     
    n  Median  IQR  p  Median  IQR  p  Median  IQR  p 
BRAF  WT  65  0.2690  0.0104  0.1720  0.4092  0.0203  0.2060  0.0254  0.0270  0.2800 
  Mutated  17  0.2731  0.0143    0.4166  0.0254    0.6023  0.0474   
KRAS  WT  50  0.2702  0.0097  0.9550  0.4093  0.0226  0.9920  0.5950  0.0376  0.5880 
  Mutated  32  0.2691  0.0126    0.4114  0.0184    0.5913  0.0254   
MSI  MSS/MSI‐L  68  0.2686  0.0103  0.0250  0.4093  0.0222  0.1150  0.5915  0.0317  0.1430 




Low CIMP  59  0.2681  0.0105  0.0380  0.4079  0.0222  0.3170  0.5902  0.0320  0.4410 
  High CIMP  21  0.2731  0.0108    0.4152  0.0201    0.5974  0.0282   
CIMP Ogino et al.  Low CIMP  64  0.2681  0.0100  0.0300  0.4093  0.0661  0.4070  0.5915  0.0313  0.8290 
  High CIMP  16  0.2739  0.0108    0.4155  0.0203    0.5972  0.0305   







However,  a  representation  of  the  complex  methylation  pattern  of  tumors  using 
manageable parameters  is  still missing. Focal DNA hypermethylation, which overlaps 
with promotors and CpG  islands  [34,35],  is generally assessed by analyzing  the DNA 
methylation status of 5–8 genes (CIMP). Global hypomethylation appears to play a role in 
carcinogenesis but has no clear marker for measurement. The analysis of hypomethylated 























comparing  sessile  serrated  adenomas  with  vs.  without  dysplasia,  hypomethylation 
occurred  in  concert  with  hypermethylation,  increasing  progressively  away  from  the 
island regions [38]. Here we observed that the methylation scores of adjacent regions (i.e., 
250 bp with 1 Kb  and  1 Kb with 2 Kb)  correlate with  each other but do not  follow  a 
symmetrical  pattern  at  both  sides  of  the  CpG  island  as N_shores  seem  to  be more 
methylated than S_shores in CRC tissue compared to adjacent normal mucosa. This may 
be due to differing distributions of regulatory elements on the north and south sides of 
CpG  islands.  Intriguingly,  the  differences  in methylation  scores  between  tumor  and 
normal mucosa are higher  in  the hypomethylated  regions  than  in promoter‐associated 
hypermethylated regions. 
When  considering  the  different  histological  subtypes,  our  results  suggest  that 
promoter  hypermethylation  and  global  genome  hypomethylation  can  be  seen  as 














that despite the Ogino et al. criteria considering more  loci  than  the Weisenberger et al. 




two  genes  (CDKN2A  and MLH1)  out  of  eight  from  the  CIMP  panel  correlated with 
methylation at 250 bp. 
5. Conclusions 
This  study  describes  the  topography  of  methylation  in  CRC,  highlighting  the 
contribution of hypomethylation in regions from 250 bp to 2 Kb from TSS. Since the main 
differences  in  tumor‐associated hypomethylation are observed outside  the CpG  island, 





Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at 
www.mdpi.com/article/10.3390/cancers13205165/s1,  Figure  S1:,Regions  on  the  manifest  and 
annotation  data  form  the  R‐packages  “IlluminaHumanMethylation450kmanifest”  and 







related  locations;  i.e.,  5’Untranslated  Region  (5’UTR),  First  exon  and  gene  body,  Figure  S6. 
Comparison  between  normal  and  tumoral methylation  in  different  locations; North  and  South 
directions of Shores (A) and Shelves (B) areas with respect to CpG island, Figure S7. Validation of 
global methylation  patterns  in  an  independent  series.  (A),  boxplot  graph  showing  the  global 
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